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硝子体中 EC-SOD および血管新生の主要因子である血管内皮細胞増殖因子（VEGF）濃度は、黄斑円孔患者に比べ PDR
患者で高値を示し、全患者において両者間に強い正の相関関係が認められた。そこで、EC-SOD の役割を探索するため、
in vitro 血管新生モデルを用いて EC-SOD の抗血管新生作用を検討した。EC-SOD は VEGF 誘発ヒト臍帯静脈血管内皮細




A Role of Extracellular Superoxide Dismutase (EC-SOD) in Vitreous Bodies 
from Proliferative Diabetic Retinopathy Patients 
Yuichi CHIKARAISHIa), b), Hiroshi IZUTAa), Tetsuo ADACHIc), Hideaki HARAa),* 
Abstract: Angiogenesis, in which new vessels are formed from existing vessels, is usually regulated strictly.  However, once the 
regulated mechanism is ruptured, dysregulated angiogenesis (pathological neovascularization) is generated.  In diabetic retinopathy 
(DR), retinal pathological neovascularization is leading causes of irreversible failing vision and blindness.  Therefore, as part to 
clarify the mechanism of pathogenesis in DR, we investigated the role of intravitreal EC-SOD in proliferative diabetic retinopathy 
(PDR).  The intravitreal concentrations of EC-SOD and vascular endothelial growth factor (VEGF), which is a major factor in 
angiogenesis, were significantly higher in PDR patients than in macular hole patients, and showed a positive correlation with each 
other (in the whole patients).  Furthermore, to investigate possible roles of EC-SOD, we evaluated the angiostatic effect of EC-SOD 
using an in vitro angiogenesis model.  EC-SOD significantly suppressed VEGF-induced cell proliferation in human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) and human retinal microvascular endothelial cells, and in vitro tube formation in HUVECs.  In 
conclusion, EC-SOD was increased in the vitreous body from PDR patients and had the angiostatic effects in vitro.  Therefore, these 
results suggest that EC-SOD may play a pivotal role in the pathogenesis of angiogenesis. 
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Fig. 1  The process of angiogenesis. 
Angiogenesis, in which new vessels are formed from existing vessels, includes multiple steps: (A) detachment of pre-existing
pericytes for vascular destabilization, (B) degradation of the extracellular matrix (ECM), (C) migration and proliferation of
endothelial cells, (D) formation of capillary-like networks by endothelial cells, and (E) reattachment of pericytes for vascular
stabilization. 
Fig. 2  Clinical conditions and fundus findings in the stages of diabetic retinopathy.
fIRMA: intraretinal microvascular abnormalities, RD: retinal detachment. These figures were modifed from Handbook o  
Prevention and Therapy for Diabetic Retinopathy (Nankodo Co., Ltd., 2007). 

































細胞増殖因子（vascular endothelial growth factor: VEGF）は
重要な役割を担っている。VEGF は強力な血管新生促進因
子であり、側副血管形成の促進や微小血管の透過性を亢進




の著明な増加が認められており 11), 12)、VEGF をはじめと
する血管新生促進因子は、血管内皮細胞を刺激し、硝子体
内への病的な血管新生の発生・進展に大きく関与するとさ






っていると考えられている 16)。また、酸化ストレスは in 




な下流メディエーターであることも報告されている 19), 20)。 
活性酸素種（reactive oxygen species: ROS はスーパーオ












ーゼ（glutathione peroxidase: GPx）、カタラーゼ（catalase: 
CAT）であり、SOD が O2·-を H2O2に変換し、GPx や CAT
が H2O2を消去している（Fig. 4）。 
Fig. 3  The process of vision loss caused by retinal 
neovascularization. 
(A) Normal eye. (B) New abnormal vessels 
(neovascularization), which are growing from the retina or 
optic disc and extending along the inner surface of the retina or 
disc or into the vitreous cavity. (C) Proliferation of fibrous 
tissue (yellow) accompanying neovascularization. (D) 
Preretinal hemorrhage, vitreous hemorrhage, and retinal 
detachment that are caused by contraction of the posterior 
vitreous surface. 
SOD は、哺乳類では copper- and zinc-containing SOD
（CuZn-SOD）、manganese SOD（Mn-SOD）  および

















走能を指標とした in vitro 血管新生モデルを用いて、
EC-SOD の抗血管新生作用を検討した。 
２．EC-SOD 濃度および VEGF 濃度の定量とその相関性 
２．１．患者背景 
患者背景を Table 1 に示す。被験者は増殖糖尿病網膜症
患者 12 名（男性 5 名、女性 7 名 および黄斑円孔患者 14






者の年齢はそれぞれ 52.9 ± 10.6 歳および 63.5 ± 10.6 歳で
あった。増殖糖尿病網膜症患者の所見は、黄斑浮腫 4 例、
硝子体出血 7 例、増殖膜形成 9 例、牽引膜 7 例、牽引性網
膜剥離 5 例であり、黄斑円孔患者の所見は、黄斑円孔第 2
期（外層円孔 [網膜表層 （前壁） と網膜色素上皮間が空
洞となった状態] の前壁が裂隙により弁状となり、そこに




処方歴は、インスリン投与 6 例、血糖降下剤投与 6 例であ
った。Fig. 4  Major pathways of reactive oxygen species (ROS)
generation and metabolism. 
Superoxide (O2·-) can be generated by a variety of 
endogenous enzymes, such as the xanthine oxidase and 
NADPH oxidase, or from the mitochondrial electron 
transport chain. Superoxide dismutase (SOD) then converts 
the superoxide to hydrogen peroxide (H2O2). This is 
catalyzed to innocuous H2O by glutathione peroxidase (GPx) 











-80°C で保存した。また、硝子体切除術時に 18 名（増殖
糖尿病網膜症患者 9 名、黄斑円孔患者 9 名）から血清サン
プルを採取し、-80°C で保存した。 
Table 1  Data for patients with macular hole or proliferative 
diabetic retinopathy. 
Complications of each patient are shown in “Clinical findings”, 
and “Pretreatments” indicates therapies until vitreous surgeries. 
“Age” and “Duration” data are mean ± SD. The result was 
cited from ref 22. 
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２．３．硝子体および血清中 EC-SOD 濃度と VEGF 濃度の
比較 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者の硝子体お
よび血清中 EC-SOD 濃度の測定は、Adachi らの手法に準
じて ELISA 法で測定した 23）。ヒト EC-SOD モノクローナ




[終濃度 0.5 mM MgCl2、0.02% sodium azide および 2.7 mM 
p-nitrophenyl phosphate 含有塩酸ジエタノールアミン溶液 
（0.1 M、pH 9.8）で発色させた。発色強度は測定波長 415 
nm の吸光度を測定し、EC-SOD 濃度を算出した。硝子体
中 EC-SOD 濃度は、黄斑円孔患者（mean ± SD, 29.3 ± 6.6 
ng/ml）に比べ増殖糖尿病網膜症患者（58.0 ± 23.8 ng/ml） で
有意（P < 0.01）な高値を示した（Fig. 5）。一方、血清中
EC-SOD 濃度は、増殖糖尿病網膜症患者と黄斑円孔患者間
に違いは認められなかった（増殖糖尿病網膜症患者: 85.3 
± 18.4 ng/mL, 黄斑円孔患者: 85.0 ± 12.3 ng/mL）（P = 
0.96）。 
Fig. 5  EC-SOD levels in vitreous body and serum samples 
from macular hole (MH) and proliferative diabetic retinopathy 
(PDR) patients. 
**: P < 0.01 (Kruskal-Walis test). The result was cited from ref 
22. 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者の硝子体お






させた。発色強度は測定波長 450 nm 参照波長 550 nm）
の吸光度を測定し、VEGF濃度を算出した。硝子体中VEGF
濃度は、黄斑円孔患者（mean ± SD, 17.7 ± 15.5 pg/mL）に
比べ増殖糖尿病網膜症患者（798.2 ± 882.7 pg/ml）で有意
（P < 0.01）な高値を示した（Fig. 6）。一方、血清中 VEGF
濃度は、増殖糖尿病網膜症患者と黄斑円孔患者間に違いは
認められなかった（増殖糖尿病網膜症患者: 177.9 ± 155.5 
pg/mL、黄斑円孔患者: 151.3 ± 96.8 pg/mL）（P = 0.83）。 
Fig. 6  VEGF levels in vitreous body and serum samples from 
macular hole (MH) and proliferative diabetic retinopathy 
(PDR) patients. 
**: P < 0.01 (Kruskal-Walis test). The result was cited from ref 
22. 
２．４．硝子体および血清中 EC-SOD 濃度と VEGF 濃度の
相関 
増殖糖尿病網膜症患者および黄斑円孔患者の硝子体お
よび血清中 EC-SOD 濃度と VEGF 濃度の相関関係につい
て検討した（Spearman rank-correlation test）。全患者におい
て、硝子体中 EC-SOD 濃度は VEGF 濃度と強い正の相関
性（rs [Spearman’s rho correlation coefficient] = 0.61, P < 
0.001）が認められた（Fig. 7A）。一方、血清中 EC-SOD 濃
度および VEGF 濃度間に明らかな相関性は認められなか
った（rs = -0.03, P = 0.46）（Fig. 7B）。 
３．in vitro 血管新生モデルを用いた検討 










れる毛細血管床と類似している 24) – 26)。さらに、本血管新
生評価系は、HUVEC による微小血管様管腔構造の形成促
進のため、血管新生において最も重要な因子の一つである




濃度 100 ng/ml）は VEGF-A（終濃度 10 ng/ml）含有培地 に
添加した。培養 1、4、7 および 9 日目に培地交換を行い、




無作為に選んだ 5 カ所をデジタルカメラ（COOLPIX 4500）
で撮影した。HUVEC によって形成された微小血管様管腔









VEGF-A 添加により、両評価指標（joint および path）は
コントロールに比べ、2 倍以上の有意 （P < 0.01） な増
加が認められた。EC-SOD は VEGF-A による両評価指標
の増加を有意 （P < 0.05） に抑制した（Fig. 8B, 8C）。 
Fig. 7  Correlations between EC-SOD and VEGF levels (for
vitreous body and serum). 
(A) Intravitreous EC-SOD showed a significant correlation
with intravitreous VEGF. The correlation coefficient was 0.61,
and the P value was P < 0.001. (B) In the serum, there was no
significant correlation between EC-SOD and VEGF.  
MH: Macular hole, PDR: Proliferative diabetic retinopathy 
The results were cited from ref 22. 
Fig. 8  Effects of EC-SOD on in vitro tube formation in 
HUVECs. 
(A) In vitro tube formation was achieved using an in vitro 
angiogenesis kit. HUVECs were stained with anti-CD31 
antibody, an endothelial-cell marker. Scale bar represents 0.5 
mm. Tube formation was evaluated by measurements of (B) 
joint and (C) path. Data represent means ± SEM; n = 8 per 
group. ##: P < 0.01 vs. Control (Tukey test). *: P < 0.05 vs. 
VEGF-A alone (Tukey test). The results were cited from ref 22. 
３．２．HUVEC および HRMEC の VEGF 誘発細胞増殖および
細胞遊走に対する EC-SOD の作用 
VEGF誘発HUVEC管腔形成に対するEC-SODの抗血管
新生作用をより詳細に検討するため、HUVEC およびヒト
網膜毛細血管内皮細胞（ human retinal microvascular 
endothelial cell: HRMEC）の細胞増殖能および細胞遊走能
に対する EC-SOD の作用を評価した。 
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細胞増殖能に対する評価では、HUVEC または HRMEC
を 96 穴プレートに播種（2×103 cells/well）し、24 時間培
養した。その後、2% FBS 含有培地を用いて 6 時間、血清
除去（serum starvation）を行った。EC-SOD（終濃度 100 
ng/mL）は VEGF-A（終濃度 10 ng/mL 有無の培地に添加
し、72 時間培養した。生細胞数の測定は、テトラゾリウ
ム塩 WST-8 を発色基質とする Cell counting kit-8（CCK-8; 
株式会社同仁化学研究所）を用いて行った。CCK-8 を添
加して 3 時間インキュベート後、測定波長 450 nm（参照
波長 660 nm）の吸光度を測定した。VEGF-A 添加により、
HUVEC および HRMEC はコントロールに比べ、それぞれ
1.6 倍および 2.4 倍の有意（P < 0.01 な細胞増殖促進が認
められた（Fig. 9A, 9B）。VEGF-A と共に EC-SOD を添加
することにより、HUVEC および HRMEC の VEGF 誘発細
胞増殖を有意（それぞれ P < 0.01 および P < 0.05 に抑制
した（Fig. 9A, 9B）。EC-SOD の単独添加はコントロール
と比べ明らかな変化は認められなかった。
細胞遊走能に対する評価では、HUVEC または HRMEC
を 12 穴プレートに播種（4×104 cells/well）し、48 時間培
養した。その後、1% FBS 含有培地を用いて 24 時間、血
清除去を行った。EC-SOD（終濃度 100 ng/mL）は VEGF-A 
（終濃度 10 ng/ml）有無の培地に添加し、24 時間培養し
た。細胞遊走能は、10～200 µl 用チップを用いて約 1 mm
の幅に HUVEC および HRMEC を剥離し、その領域内に進
展した細胞数を評価した（高感度冷却 CCD [charge coupled 
device] カメラ [DP30BW, OLYMPUS] を用いて各穴あた
り 4 ヶ所について同位置を撮影）。VEGF-A 添加により、
HUVEC および HRMEC はコントロールに比べ、それぞれ
2.4 倍および 1.6 倍の有意 （P < 0.01） な細胞遊走促進が
認められたが、EC-SOD 添加による細胞遊走抑制作用は認
められなかった （Fig. 9C-E）。 
Fig. 9  Effects of EC-SOD on VEGF-induced cell 
proliferation and migration in HUVECs and HRMECs. 
In the proliferation assay, (A) HUVECs and (B) HRMECs 
were incubated with VEGF-A with or without EC-SOD. Data 
represent means ± SEM. The numbers of each group were 
Control (n = 12), EC-SOD alone (n = 12), VEGF-A alone (n = 
18), and VEGF-A plus EC-SOD (n = 18). ##: P < 0.01 vs. 
Control (Tukey test). *, **: P < 0.05, P < 0.01 vs. VEGF-A 
alone (Tukey test). (C, D) HUVECs and (E) HRMECs 
migration were assessed using a wound-healing assay. Scale 
bar represents 250 µm. Horizontal lines indicate wound-edges. 
Data represent means ± SEM (n = 4). ##: P < 0.01 vs. Control 
(Tukey test). The results were cited from ref 22. 




























EC-SOD は VEGF 誘発 HUVEC 管腔形成、HUVEC および











































している可能性がある。Wheeler らは EC-SOD を過剰発現
させたマウスに B16-F1 腫瘍細胞を移植した際、B16-F1 腫
瘍細胞の増殖および腫瘍血管新生が抑制されたことを報
告している 34)。そこで、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体
内で増加した EC-SOD の抗血管新生作用について、in vitro
血管新生モデルを用いて評価した。EC-SOD は VEGF 誘発
HUVEC 管腔形成および VEGF 誘発 HUVEC および
HRMEC 増殖に対して抑制作用を示した（Figs. 8, 9）。
EC-SOD の血管内皮細胞増殖抑制作用は、HUVEC だけで
なくヒト網膜毛細血管内皮細胞である HRMEC において






いて、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中 EC-SOD 濃度 （約







活性作用を有する EC-SOD は NO の生理活性保護に重要
である。EC-SOD は VEGF 誘発 HUVEC 管腔形成および
VEGF誘発HUVECおよびHRMEC増殖に対して抑制作用









は O2·-や H2O2 の還元を触媒するのに非常に効果的である
こと 36）、SOD 様物質であるテンポール（tempol）は糖尿
病ラットで生じる血管内皮細胞の機能不全を改善するこ
























おいて、EC-SOD は VEGF 誘発 HUVEC 管腔形成および
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